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Feed additive containing D-paoiothenlc acid and/or Its salts and 
method for their preparation 





^EP10SD218|M) 


rV^<~ ; 

k>- s ;„ov<; n; ! .?:> ; 




bii\;..?>:.K G :vri-:;: :. OR R.7; r 0'- riyiAv-iN K; AUS-rRR.'H ;0b ;' 
# -€R r :ker OLKlGH OK =3K 
REEFFERL.E WALTER OR IDE]: f REDRICH HEiNZ DR PR: 


f] SK64LOO0 <R3; : 




_ )C B i : 

J ru::24-::o.:s c :. 






[j RT 1050218 (E) 




/t23K'?^0; A23K1/1* A23KV17S; C12P13/Q2: A23K1&8; 
A23K1/1S; A23K1/17S: C12R13/O0; iiPC1-7)' A23K1/1S 












- OE19881020S0? 18390505; DE20001 015321 20000331 


iJ G3SSAV: 7/ - A; : 
□ GB704434 ;A) : 

.;. m • g> p- 



Abstract of EP 1050219 <A1) 

Animal feed additive based on fermentation liquor containing D-paniotnenic acid (!) and/or its saits, 
contains (a) (;} and/o its salts, (b) 0-100% biomass from microorganisms producing (j) during 
fermentation and (c) rnasniy other contents o? the fermentatio liquor and (d) is in solid, finery -divided or 
granulated, free-running form. Independent claims are aiso included for methods of producing animal 
feed additives containing (!) and/or its salts. 
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Bssehreibang 

[0091] Dte Efftndung betnSt ein TfeffufemsBtef-- 

bSuib rd cc^re" sih fehrers s 

;t Herst i i; ' ss< ! Add t-vs 

Stand cter Teohnik 

{0Q32} w 

P I I t - S I V - 1 

« -ca 1* "o ihrt ^ or N J . ' i .v '< ' j 
cn i ti v ^ - venwadst, Der Bsdarf steigt. 
fBtif 3] ! ant iners ^kanndufc che ache S> ;s 
ti a' . it- 1 ^„ ,i ^eneier 

r/ 1 l in gae;gneian t hsrga- 

stem werden. Bei dm chem'schert Synthase '«t das DD 
Pamoiacton eirm wsemige Vors&te. £s wird in etoem 

hyd ur<d Cyanid hergesleiii, in wftiteren Verfahrens- 
sehdcian aaa -asnF"i;;"he GeFnDch , t'y '> > das D- 
" i 'wirtp/i it- - , 3 i " 

thsnsaura enhaiten. 

[0CO4J Die typische Hsndelstor-p fet das Caiciufn- : f s 
Saia der id^aatcdiaass'saa Das C ate; ana • Saia des 
u I 1 ""! < >T! is- 

ebsnfaiis gebnaa'chsich. 

{0005} Dsf Votes! def SemsriiBtsvs:' "crtst;. , < 3 

ksngdS) 35 

gewurtschteri e t <- Form, n&nlich d«r 

- < ai 'i von f ' r s^rf 1st. 

[0006] Verschisttene Artsn von Bakteben, wis 2. 8. 

acierss Corynebac- 
te*Him srythrogenss, Brevibacterium srnrrsoniagenes as 
' f j " 1 -s-r \ - z r n tei v,n 

wie in EP-A-0 493 060. EP-A-0 S30 8S7 und WO 
a 0340 net jr f geeig stet Femient • isfos 

e-en Besoncfers 
j - < i ^ v - r t .«? 

nen Denvste von Escherichia coif (F03547 wie 2. 8. die 
Si* , ' 9/pFV31 sxtef FV50S9/pFV2Q2 
p>0G?} Bei cter fsrmentativert HersJeSu«9 set' D- 
Pafitohensfer^ > sie in EP-A-C 433 060, EP-A-05SS 
85? und WO n ist, w i ain 2ur D «s 

Panto'hensStsre r, T>d kr "jar - 

mis -n i a ) k 

rf-e gebil i * * ^ T'-J 

[0008] Gemgrsete NSJirmecfien enthaJtaft sine Koiv 
t- q wis ? 8. Giuooss Oder iv 5 ^ 
ys.at>jde" 3 -c X- 1* 1 ; ; " " 

ASamn, 

Stfcfesloffgueiie we i 3. AnimonlumsuW, eins Phos- 55 
phor-Qyeiie wis 2, 8. KsRumphosphat ond weitere 
Saiza, Spurane-e^tri'i'e i;nd Vitarriins ijf?d gagabefiefv 
a ' !(0?np;axa -1^ ^ 1 ? 8. --v^ ' Die 



219 At 2 

MikfocrgBnisnen warder: darif' in dfeseni Msdium bei 
einem geeignetew pH-Wett unler eaisprschancer 
BeiOftiiriq and Riihf-jag :r)l<ijijiar', woaai dtese daaa D- 
Pantotheasaui's aussciieidar;. 
jSSSS] Nacfs dem Qsraeitigsn Stand cer recimik. 
Lie; -n W036;3326S ar>d EP-A-D 590S57 da^esisiit ist : 
v;ird das Csisiunisaiz dat D-Pantoth^nsa'afe au-:vh eias 
i je soflerung t.nd Reinigutig aus dec panio- 
;aeaa;ajrad;dtigen PerfneaLaiicaisardite gevvamaea. 
" ~ t 

\ ' Au*? ^ 

s ^ tts (1 - ung fnittel A e 
, r. 1 - Is cd ser Uttwet- 

zung der so srhaSenen Lfisungen mit Gsicitifi^ydfojsid 
iaB; man das gewCnschte Ca-8aiz auskristsiiisisren. 
GT 3, H , C r f rrn c- 

Jul v ' Of 

■ria^t,?;' saizsSurs wird ein pn-Wsrt voa 3,0 eingasteii: 
aati dia Fiuasigkait snsahfaBsna Kortinuferten Obsr 
zwe: weitere ad; Akdvkonie geoaokten Sauiea gar-iniai. 

V, " ^ I "Wt 

f s 'it n't N?ft a! 

ssticn ma C3(0H}g-Puivef erhai! man eme L6suug, aus 
man das C D-P _ 1. 5 

iion bei S^C gewinnS, 

£58113 ^ r> t - - A so r- 
V"i,a- rri* r.i das Fiif r si mft Wiife von 
Kationen- u;id Aaionenaastaasodarsdaian. Die iFiuJion 
enoigt mit Saizsaure, Die eiyierts Fraktion wire 
Sfsschfiefleftd mit GafOK^ neuJfalisien, mtt Akdvkotde 
verseut ufsd andlinan. Das ge*wsFier* Fiitrat wire dann 
in sinert; raadetanoiekaiaren Aikchoi {Methanoi, Etha- 
ne!, isopropawijexaahiert ana aaa Caicium D-Parao- 
ihena; ^ i " 1 t i "a r 
[OO123 Das suf die beschnlebens Wefee hefgs- 
•t Cateiijn-; c • v 1" \ a a!s Zosatz in Fut'sn 
ir.ittslr: iar die Tiirernshr'jng ve;-weadet- 

Auigaba der ErJif-ciung 

[5013] Nach ciem Stand asr l&ehm werden Ssae 
^ 1 -^a,-ts at, f C^ 
Daiseixung dar dared cdamisehe Synthase adar i v e r - 
i-!8f 1^ - ,e v-*- its Saarea trd - 
Saizidsarajea hargssSsiia 

[<Jf3l<3] Die Aijtgabe d^r Erfindung bestehl ttortn. 
naue ais natteraaiieiadaitiva aaeigaata Zadara'ttarigs- 
fotrtien dar D-Pan;othanB3ara and idnarSaizeirarVerhi- 
gung zu stsiisn. 

t i ■ h 

1 1 j ji i e > dass 

feekarsntefi Verfahren ist. 

Beschfsirjung der Erfindiing 

[8616] Segenstafid der Erfindung is! ein Tiedmter- 
mittra!- Additiv aid FecmentatiariSbrOne-Basia, das 
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dadureh gskennzetehnst ist, «a3 es 

- l " Ptit athensac < i b-sren Saizs ins- 

f ' . I' l. i ode-' G rl - Seize 

t v " rmst geb 

n z , jevortC bis 100% unci 

t Te 1 * e r 

geSSsten Inhaitsstoffe der FenrerstattansbrShe ent- 
haft unci 

a) in -ester Form, GsGssonciare feihteikg ode; c-ra- 
' * - t- it 1, o i * [ 

' - ' - ais u - >v <"- odfir iyophitisierte, 
fetate ge sse ge Puiv berauchingre 
Form vor, die fjmersehiebiiche AnteiSe art fiaraasse errt- 

tG r'c "J - of jc- 
oa, 500 kggaf ! . Die Additive ) iagarstabil 
[OQISJ Wires jst b ennt weroen 

rta ur c i a^e te tor J t~i 
Rtsrstofra sabeirf Danebes; eattitsit cias erftraditrgs.g-;. 
meGe Addibv ?e:aiadeG dsn r i g 5 t ^ it- p 
cisr :Gemiente:iianBSr3h.s geibst vobiegendeta weiterer; 
gebddetsn oust zagesesGea Stoffe. soweit aie nicin 
v iroei 

£0019] Zu diesar; SicaeF- kbnn&n orea.'isebe 
Nebeaprocitikte gehftrea, Ois von dan bei der Fermerta- 
tioii singestcGen \ <■* "~ ,t >- ^< netter; dsrD-Panto- 
tnensGJte eraeugi cad aosgegcdisder; warden. Dazu 
gehbmh ■d-Atniriossursn, Ea-jsge-wSh-t ana der Grcppe h- 
M-t*- ii t < t f tree* i i Ah- n coa- 

rsest rsDesonds^e l-Va!in Dazu gehb en *vs 
tjanisebe SSurer Ste ei bis tire Carboxvl 
G tap pen tragsa wis z. i Fssigsaate, Wiicbs&ure, Zt-ro- 
mmsSure, Agfeisaara oser FisfnarsSure. Sebf-eSiich 
gc *crr , j;, , - , , , r »■> - 1 

8 Trehalcst )it^y vi . i 

vsv?i Des- 
sert!. 

[0020] Zu d'seser St ;r is - e«s 

<- ' i , 1 ^ . ^ . * t > - 

. Saccharose 

[0021] Em we'iterer GegensSarxi tier Bfittdutsg ist 
ein V •r'a - i 

> d d* -G > n-i A 

- e t, 

-r N t t <s < At no 
nitim-, Magnesiurn-, ocier Csu'ciufns^ze cier enttigj- 
■ • ' tjrs-ect - !- 6njr:« 
dure* Fermeatetinn hereteSt, 

b) a;-s dies " > idig ide V C- 
weiss die 3icmas.se abtrennt, 

ut ; biw a te t dant 
Hycirotdd ods? Gxici eines Erdtt^ksii- odsr AikaKn'se- 
taiis in vorsLtgssvsise stcchiornetristhett Mecgtf.n 
bszogan dis D-Psritotr.snsaurs, versetet itod 
d das so ttmh - cknat spffihtrodc 



Vstfadten zt;r Hersteiiijcg von c " t 

* T-itetnem Qehaa an C - en Sfsxfei ties 

sen Natriufn-, Keiiam-, Afranonium-, Maspsesfenv oget 

% (iYocksmnasse) eu.s - r t a 1 gekBnn- 

cdoei s Scdrits 

«0 bevorvtjgt S-mfemen vco Wasser aus dsr Far- 
*r vdatiorifidriiht ^kor\zt t atton) 

c gei^ j n ti 

?s mentetico gebdeieten Biontasss ir? eic 8; - fe\- s 
Obis 100%. 

.?;> " t» t iii wotted dis fas'-ge f 

SOIt* „ * t u „ - ] „ f 3 

Gesamkonzentration Sn TieffuKefitiittet-Addmv im 
Bsreioh vofi etwa 30 bis 80 Gew-%, insbesondere 
50 bi JC Gbv \ !eg*. u-nd 

25 

d) TfOCfewn der gernaO c} e-rhaiisnsn Fermer>taS- 
onsbfOhe, urrs oss 'i'iertutterrrtittei -Aciefifiv in cier 
gevvCnscnten Pulver- c<jar Granulatform zu erhal- 



^C 1 , d r t 

rert smo Fermentation^jruhen. dus unter Vstwefidttng. 
van zyr Praoukto" w C i^aiti ^ 
MikrooggattisiTten .gewenrisn warder; i;cg D-Pamothsn- 
rtt: ssure Ltnd'ader dersrs Saize enthalisn. 

[g02i; Sci der; MiKrooQariismen ksnr : as sicd urn 
^ ^ - J f ^» _ \„a^ taste!- 

iii oaer Granvpcsitivs Bakterter. mm Beispiei tier Gat- 

■to Baktfitierswiezurr; B&ispsi riia der Famiit:; F.r : ;-:;tad;tcie- 
riacese handeln. Bei car Famiiie gar Emsrobac»«ns- 
case ist tesocaers aia Gattang Escderichia ndt cier Art 
Ssr.-heecnia ceii sa neaaett irinsrdaib dei Ad Escheri- 
chia coii siad a:e soganaartsn K-tg Stftaane wis zurrs 

« B&ispiei die Stamme MG16KocferW3l iC (Nsidhard at 
a bs>c+s J S; i >. f J " c 

RCitiat Biology sASM Pr«;;t. Washingtor; D.C)) odef der 
. - - \3ta"nm TCsii.4? , -fit * i Gt 

"t? ?r ■) k-rs , at dav t .o t ~ 

so tvtriiitntan zu nettnea. unter dan sos a-os iF0354? her- 
gssfeiiten Stsnnmen zsichnss! sich wiedefum 
FVsOS3/pPV31 (EP-A-0 530 857) und FV5069/pFV202 
iWO 37/i034tg at:s Bei cier Gathtng C;.;ynrst;;toterii;ia 
isi icsbasnnbare die Art Corynebactaricrr; giitiamioorri 




kennsn kitnciiaiisrii::'; oder dlskorstifsuierfch \m batch - 
Verf&hrer, rSatikGtivierccg; ceist im feci datch r/iuKsjf- 
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batch Verfahren (repeiib 



Zweake 



tottten 



d i ■- ( Oder , v m ^ t j i " 

„« sind sir: debaxa:-; , i i a ' f i( <■ 1 r 

EeiSShrur ;g in dis BsOTadahrenstechn;?; iGustav Fiscner 

1 xser im Lehifcuc on > 
(3 : oreaktoren una pariphsre Efrafchtimger! (Vieweg 



s be} 28 8 C bis 40 a C. Die 



saiaraie fortgesetzt b:s ssch 
mensaure gsbihiet fiat Dies 
innsbiaib von 10 Sfcmtten bi 
(■30281 Die so srfcaite 



C bis 45*C 
Kuitur wird 
Drdarbo- 



n „ j " C , .i 3 , t - ^ , , 

, >l 1 ^ t ' 1 r - 

Kdnnar; Zasker ursd KoMehydrate wie z.B. Glucose, 
Saccharose, Lactose, Panose, Maltese, Mefesse, 
Stftrfce unci Csfciosa. die and i'e«e wie z, 8. Sojaiii. 
- ' jssc u -a Kokt _ - e ■ 

Stotfe k&nnen eiraein c-der afe Mischung verwendet 
A" d« v l ° r 1 S c\ 

stoff hatt:ge Verb in bun gen wis Peptone, htefeextrskf, 
a s - + ^ i\i v' = < H Saiabcb- 

;r;d Ha r ;?s; ofl ■ - • ,'e i ■ 



r> ■ l - ' :•: >'s rx\ a e*v>s ne" Die Stk&stoffqueften kara 
rten sinzein Oder ais Mfs&eiiursg wwwwsdei wsrden, Ais 

v-p t . . - » K-i -a - , ' 

Oder N * r - cdsr die enispreabsn- 

it! \ i h -> <• n Os^Kul 

1 i — „ienthafsen 

me 2 B Ms t i pr s iy da 

Wachstum v.. ■ , sind. ^ kd a kSnns-) esssmi- 



siric! saiahs r-t-r^en-iatict-sv's-banrsp, bei denen b:e D- 
ParttothensaLire zu 2 bis 20 Gew,-% in tier Trocken- 
tnaase ' Beendigang o t l ^ vepieg!. 
Vcrteiihraft is; aiiderdesr: aaab, wear; sis Fenr!en;aaer> 
„ n ; e a " * bor rtraesds 

wird Oas s va 

slit > 0 bis S pb gehaftsn bm daraai abgesenk; wird, 
[0C2S] r &r rwri . er entha enba < ?,r 
a re ,,r 'ters-^ t k eer ^ ci => il-. ] " 
. wsrcfert die D-Paot th - • >- 

!i zunachs d rch ^esc- ti 
. n . wis zum cieispie; der y 

i n<i c enodereinet \oinb 

natior: hiefaus voiistandie ocis; zum Ta'i von der 
Bicmssse b^teit. i v s is; edinciurigsnserndb iadDch at;cn 
rnbgiich, d;e Biomasse gStiz-ieh in der Fefmentetions- 
c , 1 % b i 

rjen rid 3 bis 2 vorzugswsiss G,3£ bis 1,1 
Aqiiiysfsnlert. elrses Owds Oder Hydroxids etoes Aikaf:- 
idrda-kaS-fvls-aiies nsbesomters NaOH, KOH, 
Ca(OH)y odsr MgO, bezogsn auf die D-Psntomesv 
saure, versetzt. Bsi geringen D-Pantothensaarekcnzen- 
traticriei! ksrsn es vorieijbafs sein, aucii demfeti abbess 



,-asdbd;c:! zu den »yea genarir;isn Stc-f%n eingeseiz! 
werden. D t f u ' it ma' 
d&r -■=!■ ' 

va;er3t fetopa-toinaaure otdrr Psnioinaaora u-nc gage- 
beaeniaiis aeren Seize zap;;sstei werden. Die 

I'M) I E;a^,.;.;-_';/-.. t i K » [( 

esnes - J >a isat2 i zaqegebe e :n 

gt crate' -e Aa'ir^c ae Ku . t-^ a z^aaf j ter; 



ieispie! 



^ Aatiiv 



•iten, i 



FOCd'd] 



dabAnde 



:r Konn 



ba: 



ie pes pH-^a 



isische Veitindungen «fie 
i L r ^ ^> c - - 1 < bsntaiis 

rn * h ^ - ^ /: , *r 

msrs a- J soar r. 1 -. ia -f 

IV t - .: Konfroi ds Scha rientv c- no ve 
wenrfaf jiar ^niisobaumrnitts wis z.8 PeSsaurepoiy 
1^*r^* Zur Apirecbterbsltung der StosStai; von 
PinsndPsn werPan dam ' g, ir i , - aeaig- 



diesa Waiae e.anjiiena Saspaasio" v/ird vor Par Trock- 
r ; ir? _ - in strf maxima* 6 
masse kpfjzentaerr as isi gia : ab-a:is maaiiab, die 
Feransniatiansbbihe zar;aehsi za s " ' p ppd 
darm Pie Oxide oder Hvdnoxida bir.zaznragsn. Oas 
erbaiteaa Kanzaaifst wind damn in einem QJSicher? 
Trrn-kiier eder beinpieisaaatea aid Hiae ennes Failfisaivar- 
dpiripfera aaer ein&s aaianscni;:atverd;sri-ipfers Oder 

einer Gsfriert-p-pknprif^saiags ais d^eSfahiges, trsi 
piei?enPas ; feinieiiiges Faivar ada-Granaia; gewonnsn. 
Eiae Grariuisbon kann aped im Anscb-u-d an p : e Treek- 
aang staitiinden, - Bsiagiei in Form i A t i 



Die Eromfer land 
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7 L"" ^ auf scbnelie unci - <.* ng 

Weiss; nereaHTeilen. a_ wird p - -n- ^ t i 
der errtsprecheridsn Hydroxy-Verbtnauftgen hsrge- 
- ^ ■ c-jtmsb-yie 
gegsdenrmraiis zun&cMsi dared Dskannte Separation*-. 

, - . p ^-rp t ' r y ct - _» f 
tfT:t:on, dam Dsksntkaren Oder sdrer KcanLamAion 
r^&raus gsnz odsr n -> yon t Promaase bed'sa. 
i f r i i i h b 

jam i ' ier Fe -« nts: ar o dde 7 . beias 

sen 

vortehar-dete 8r0bs mil beksnnten MeSteden zum 

- ^ '\ - i ocer ] lE aa - , «;rtoadickt 
oner getrocknen Die gegeeanemaiis audamzenddads 
BrOhe wire ansoniieOand durad y-raiboden der Sprah- 
f in§, Sprlihg - i Ge'rie k;u 

- j - 1 Vsnadren au v rtessifahi- 

gen. Par diederidem feGteikgan Puiver Oder Gnmaiad 
verarbeitet 
[003-;] 

*> eRtbatter inn r Igeme ns ? 20 SO Gew.- 
%, vorzugsweise 30 • 75 <3ew.-% D-PanicnnensaGm 
imdAder deren Sabre, be;a;gen a; A ais Gasamtmenge. 
S=e en ?n >:us3t2i:cn in 

Besaind-rdis mif einer k^nga von S.& - Pa Gsw.-% UfiS 
■a , , erganiaebe Nebertprc-dykie in eAsr 

Manga von > 0 bis 30 Gew •% Oer Ante»5 an Sic ■ y. ke 

rngr be t - d Gev- er 

Gehai! art D-Pardioidensaurs unc-doaer einei-n cder 
'- ;h s en ;>v man < ze sifd gegebe e 
duarn Zasaiz serenaa-ear-snae" v i ' i -a _r der; 
termeMsiiv Jtergeste&mi Producer enrieit. Die 
t t ■, 

E , i 1 *nu«g sbes ere nsch 
der Aufkcwzemriertsng. den Gemtscf! in Form vcn 
Lo ; vje i < i j ; i f t 

sen vefmischt Das so erbabene Product wad ais baa 
termraeiadditrv eingesetzt 

[0032] 8i« KcnremradDn a- D D =n - -a ,v 

- i t d ks C ironosjogra- 

P v "-eiitX J . ■■ M - ' ,1-Cil; 



5089/p?V31 dnrcngefbbd, der as f-zm-BP 4395 

qfon nTf„ ^ i 

3V ■> T « t - 

hifuerietg ist. 



tiOnSbrSttS 

1. Hersteiiurg ctes inokuiurt-s 

[S5034] Sine Frobs von Escherfcdia coES 

jo mS £0 ^tg pro mi Ar-ipicdkn snDplanerider; worde-n war; 
Diese Ac.- 1 urds t7 S oi ds be 37 D 

inkrrbdnt ur-d darrr; i;^ Kdhiscdrank oei +^ ;, C ardba- 
^ A \^ t EdirrffrKfjionien wrifden arartrtdtrti- 
Rend -n dSG-Boui!:ion vve : tar %. i t w t -> - 'it 

;s ha; rcfgerrda dnsarnrnense-zung: 10 g/i Pepton. 6 q/i 
ri^c vr k - i S ;g ' LBG > ran 

m- ZvBSSiich 12 rj ; i Agan /»U'-' r a , 

kdnner; von dar Firms Gibco/BRL (Paisiay. Ssnoarand, 

?o gen werden Nach Zusa-z von 1 g/i Giucosa arhaR man 
dar die an; - an Kutturen ' o ) 1 0 ml, die 

P t t -cfet f 5 

16 Stnnden bei 37' : 'C and 1 SO r pr« aaf einera P5R Mat- 
da-or der Firms \l AG - r t f a- k n \ 

ss Siert. im AasdilaS wurde die Zeiisuspensioa auf eirser 
j-8B Zentrifyga der f>ma BecWrann (Hdnno- 
varddentscidanc; 15 Minuter; da; 4000 rant ao^drsrrifu- 
Zeiipr t vvurd t r 

3tf pendiert ursd in 10 A-iqaots ;e 1 mi anter stsrites Sedirs- 
gungen *Atdi i^d ^ 3 n r i 
Kuitaren wnitjsn ais jttasismZelidaaK imaster csii 
bank) vewertdet 

|O035] Fur die Hers;ei;Ltng elner Aiteeisszeillrank 
35 {working oeii bank) w«fde L8G- Medium, das trflt 50 
ng/rn: Amoicii-irs sucpfemaa-ierS worden war, in 10 mi 
Pordonea in 100 mi Ertenmeyerkoidsn vertesn und 
aaacnlisdead rrrit 100 \t\ der ©ben beschnebensn 

■*o ISStunden be: 37*C arid 150 rpm ani einam ESR Inka- 
bstor dar Brma Kaoner AG f > ^vs Nsctd 
der f. ^ » ' • u . da; '^"c Oiahie ;OD; x Kud 
- l " * <-t - " -v 1 r in- Firms 
Dr. Lange " ' m v , j> < t j - V s 

•js langs vo- i G ^ ^ I 5. AnsehSe 

dead wk.rde die deiisnspeasian in sreriisa 30 ml 
Poiyetf-.yie rchende r > ' .r^r a Pricker r sase 
' 1' i- -L f f K 

an dya d-6S der pirma Beokntean (riaanoven Deatach- 
iand) a.daenniingiarl 0;a acgar-renrae Siemasse wards 
in !d nnt LBG Medium, da;; md 20% Glycerin suppia- 
inentit'rt worden war. resuscenwert im AnscdruS 
wurds J!<i Zeiis pan n t 500 M Porticrtf-ri in 1 mi 

55 .s5snien, der Firma Maigeaa {New York, U.S.A.} onisr 
ye :^ ted t u ij c ')\"e^- 

ren. Die aaf diese Weisa iie.rgaaleiiren Koaaerven tar- 
dea ais - t ' " a / ^ - a bank} ver^ender. 
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2, Hersteiiung sirserO-Pantpthe^sayre MSigsri Mer- 
men isfionsfcriihs 

[0036] Zur Herssteliung slmt Panfothensaursmai-b 
gen Fermematioasbabris word® die Arbeitszeiidaok 5 
-?d ischst in a-ner r< ik.i e t»brt unci 
dieae zur Beimptung eioss Vaberrnentera varvamda;. 
Dis - ult dea Vodsmieatem wards zar Bfelmpfufsg des 
FradukliunsrermeritgFs verwendst 

[0037] FOf die ScbtmeikcieeriKottijr wurde das ;e 
Medium SKA vensendei M dium Ska w da foigen- 
aajsmaaaen aabemite:. in airnam 1 i Bscnergiss wan-dan 
7,0 g {NH.,} f S0 4 , 0,6 9 KK 2 P0 4 , 1.0 g K : , ; rVo 4 , 0,S 9 
k 3- j MrSV), H;,0 C0 J g 

ZnS0 4 '7hoO, 0,005 g Fs ? (30 0,, una 20 9 Maiaquelb -a 
crasser ab§ewo§en, das zuvor mis 25%-tger Ammoraak- 
NSsang auf pH 8.8 eingessei!! worsen war; unci 
snschiiessenri S75 mi dsstiiiiei'es vVasser ctezugege- 
0 a - J - t, 1 _ 

irn Aajkjv „«.!', i ' L - v-t Wester- go 

ha* wurde . ,s 125 g jesrisr- 

100 mi Ko&e jgewogen u-id it w * 

- C 5 : l <7 listen siebiis tereinigung 05 

besden obe.n genannten Kami pone a- en mil dsr Mais- 
qaeiswasser haitigsr: Salzi&sung wurde das Medium 
SKAtsrhaitert 

[O038] Dieses Medium SKA wurde in 12,5 mi Par- 
tlbnen in 100 rn! EftenmaysiKolben verteiit und 35 
oe,mpfi 

Als \ 1 i s- 5 ward;: aine - sledier physiclogi- 
sciiar KecbaHiziesarg ' » verddnnte K.anserva tier 
A t II - - nkut 
20 Steden be; 52' J C ur,a 150 rprn auf slnem RC-1-TK 3S 

kui + <i i > Ssnrnhgen, Schwe-z). 
Die irn Arise h u a lit optscite Dichte bei 

eirter MessweHer P 860 r [ 1 . 

12,5. 

[0S3S] 0,5 mi dies u burden 40 

' 1 4,§ ml . * Keabaajxiaaung verdartn! 

md dawn 0,7 mBein snvenl3C ^ -i - t 
medium vervwmdei, dis in einem 21 LBborfermerter 
vom Typ 3iostar s MD der Firms Bratm Djesse) Biotech 
G-U (kf sa 1 iv c is 

CG0403 Das Anzuohimediam wurde folgendermas- 
sen iO&ereitet fine LSsung bestehend bos 9,81 g 

fvH 4 ),,SCj g K1 - K 2 HPQ 4 , 0 

MgS0 4 *7 HjO. 0,014 g MnS0 4 v H 2 O t 0,01 4§ 
rE ? ;SG 4 )j, ar=d 26,04 g si ^ - >. r 1 1000 m SO 
Le-ut'gswasse? words auf pi-i 6,5 mi! 25%iger Amrriiwi- 
akidsof-g " ' C*- f> 

"0 v ^ ;oot':i::;ie:'t, 2o rfiiise' V a s I , haiOggn 
^ - JlL - ' v% 1 ii 1 ;3j\ - 

die in tOOg desiiilie^sm Wa«ser 40,82 3 Giucoss and 55 

gun hin^agsgeben, 

|2041] Z n - L eroig g Sraadan bei 



mm 10 

2/"C und sitter Seluftung von 1 m. D&r Ge 6 
„ ; „ id der p t 
- 1 vard ' > 

gesai;-:;. Die opiscne Diahie bstrug 13, 1 90 rai dteser 
Kuitur mifde zum Bsimpfsn von ii<Pi mi Wachs- 
tumssmsd im far die Haopa eate 1 it sinem 2 i 

ibedefmeritsr vom 7j ! amende! 

PS42] Das Wachslummediam wards fsigenefer- 
masssn Eadsreitet. tine Losung basmnend aaa 4,14 g 
!NH 4 } ? S0 4 . 0.744 g KH ? PO, s , 1,0 g K ? HP0 4 , 0, S 8 g 
MgS0 4 '7 H,0, 0,0124 g MrtS0 4 *H e O, 15,87 g jj-Aja- 
nii, 0,74 g Stfuklol 034/ aa;j g Msisqueihwasser 
in 1.144 mi Leilungswasser, wurtte auf pH 6.5 mit 
r \. " lasts it unci im Autoida- 

wen be 121 "C 

Maisqaeiiwasss: asltigen Saiaidsaay wurde eineaent-a 
<. a i = j t tr 3 t v$* - ' 

7' t j ,1 1- j rf " h " ' . - 

n t anter r , s a' Badingaaqsn biaaagegaKan 

- C Stu ds; jei 

'i?'C. in dar \ a beimg cfef pH 6,5 und 

die Beibltaag 1 vvm, in der ProdiikTtonspiiase detaan 

i ^ 1 -0 1 u.\i ' c wm Cc "1 ^ - 

Sfoff wurde in baiden Pnasea an!er27a g«a8iaan. A : a - 
KorrektarnOlliei wards die25%iga i , ^ ^ 
wendat. WShrassd dar Fermentation warden das Pro- 
duktiensmedium, 1, das Prodisictionsmeefiym 2 
stufenweise zugefiittsrt. Maiscueilwasser wurcte wah- 
rend der KjSt-vlerung 0 rw. ;g aagegeben. Das Praduk- 
r eathriir in 554 I e '1 <. <- g 
Giurasg and 0,0251 g Thiaraia-HCi. die sieriifiitriert 
Wd^den ); -t f o?,5 g |i- 

?di;;ulen inn Aatariavan stsnlisiert wards. Mach siner 
Fermenaaficrsaeit von 7,5 Sionden b:s zum Ende der 
r vierung vn irde as 'roduKi nsn t t 1 stufet 
svaisa angeiOi-.er!, Nach 0,-5 Staadan Kai-iv-araag wsj;- 
aL . 1 1 

mi Lei^ayswsaasr gsias; warea und fur 20 Minaian Dei 
i2rC im Aaiaioav t ( t ' wurdrm, anter r k~ 
geciiotjunger; ;a:;geaedim Need siner F.?a~a?ritat:ons- 
2eil vers 12,5 Sornasa b:s zam Ends dsr Kaliweroag 
wards ca S roouktiaasmediun 2 mft e s Dt-sierraie 
van 3,5 g/n .nigafiJttert, Ngab 41 stuncten oar KaHivig- 
rang waras in dsf OsimaprstioraOaiiha eine Fariteihen- 
l ' f n 

[0044} 

ar i U 

pbie; Aniage vom oy P ?vi321 dar Firms Knaaer (Berlin, 
Deataaiilanci; mdtaia ^-iRe'r^tion indss) Dotation 
ante; Ver^endung ninar Mypersii APSE Ammopimse 
von 5 um Komgrfisse besfimmt 

Baispinlp 

p045] Beieioem = e ' 1 j u r 

glsiehen Baaiiigaaga-g wia in Beispl-ra 1 b-sschriaban. 

' , e .;ngs;e t 
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von 43 Stands** sme f^ntothensauretetsentfaS;©?! von 
5,4 Sew.-% in der Fermentarionsbriihe nachgewiesers 
waraen, Die Konzsntrattan an L-Valin betrijo: s.gfi. 

Bsispiei 3 

Hsrstellung vo« O-Cateium-PaMothenat 

£0046} t - i pa tiger 
tationsbnjhe, die nseb ben Venahren gerrGP den 8ei- 

«m D-Pantediensanre t - o 1 ' , t . _ l mi die 

m Fierzu vmbe > 
' •' w mm Frr "ji, ; f r t sinsr ? :7c 1 ' 
l r f - h fie/ ' > -, 

setoff, De-j; s j Minute- „ - i 1 -c m 

,t n A u e 

V i j,: Cross-Flow r * a „ • :ner MRG 
Poiymeer^rnnran von 3Ok0 in sinar UP-Anisge bar 
s d weiter 

gereinigf. 

[00*7} AnschiieBsnb wurde urtter PGfiren absatz- 
vvsise 10,1 g fsstes Ca(OHp ; (86%; FFrnia MERCK, 

10' zugegsbsn De f A 
beSfiigdanac ca. 10.3. i fi Br&hevi 
dana writer Vakiarm bsi ivO'"C 1" Rotationsver- 
darnpfer vom Typ Potavapor RB-'brO bar Firms Baehr 

' ' 1 ., '1 t 

Riissisfcertsameii von s'.wa W% Ttocksngehalt einge- 
sngt. Die so sinvgeengie Bruins vvura'e anschiiePGnd zur 
f P a Tsatee ^ J j 

h <.t .% t , t n - 

vom Typ SSohi-190 der Firms BnohiPamobaohnik 
m - - -gangsJafn- 

perate von WC, siner Aus§ar.gst<smperatuf von 
65 5 " c fferenx von -40 mbar und eh i 
str-arngesrcFswindfgkei* von SCO NUh aingesetzb 

haitigs Produkt besaS einert GehaS von 68,5 Qet-% D- 
Psntothef«*iire, war rieseMtiig und hatte sine Schfilt- 
biohte von 4S0 mg/ms. Nacb mm i.agarzeit von fiinf 
X'.K-"r * " - re 67 ; b 

Gew.GG 
Baispsi 4 

Hersnaiiung vor* OTjatrianiP-anbalhenai 
[0043} 

spieleR 1 ana 2 bBrgesiei!: „ , e !!n n, riie b\ 1 
5ew Q-Pa bteit, ward zunScf si die 

5 " asse bgetrennt saa wutds is 
gsnanrrfen - a so, wis in SeiSp.s! 3 

bescbdeben, aentnPjgigrt mid uibainiber;. 
(0050) AnschiisSend wurde urter RGbren absena- 

e'tse 10,6gNaOH{9§ n 
Der p \ c v , banacn efwa ' Die so beharmnne 



Sbihe vverae da:m amer v'akuum bsi 50- BG' ! C in einem 
£-120 

Firms eachi-utsortschniic GmbH ant einen Piassiy- 
keitsariteii von siwa 50% Tronkf-iigenaii eingnengt. Die 
s so eingeengta SrShe words snsohiieSend zur Darstei- 
ungdesNai js D hsnsaure in elnsrsi 

Gonisnrockriffr vom Typ LYOVAC GT Z ciar Rrm.a bey- 
n - - Dettschisnd) , 1 ' ! - 
[3051] is Bh gesbiii* Nm urr - toihenat 
i !;ic ; Prodobt bess ne hair n S3 ' ' ■• 
Pantotnsnsjture and war riessiianig, Nach einer Lager- 
/:-:?it von fPn-i ivioraten be-ma ber Ganai; an D-Psnia- 
thsnsaufe 63,0 Sew.-%. 

is Beispiet 5 

Pnirstoiiunnvon O-MagnesU^ -Pantolhenm 

X 5 ''. ; ViJ ine 'it 1 n rt b n ft men 
a; tattonsbrOfie, die nach dam Vabahren von Bgispia! 1 
x 2 nergasieiit vra'be ursd die eivra b. 1 Gow,-% P 
' t.it, i. a ?unacbi»t d;e Biomasse 
abgetfennt, HienEu wunbe • i Per oben gannnntar Faa 
11 ,m 

25 Hfagiert una ahrafiWert. 

[bS&Sj Anscniie'3end wun-fe miter PGhnm adnar-- 
weise 5 n g fes'e? PlgG (S/%; Pirma UFRCK; ^s;gaqa- 
ben. Oer pt 1 betf u« t - 1 1 P >is ne 
bebandc te P i r ;n unts- V^kuom be: 50- 

i'n SOGP in a.nam RoTa!iorisv;?-cismpfer vr;m Typ Botavapor 
RE-120 der Rrma BQchi-Labortechnik GmbH suf einen 
f - t l „' <n f - " ^ P"v l e ssnaii einge 
sngt. 0'!ef-< iRtsidim 
Datsteffeing des WegrtesiOTsafzes der D-Pantcfben- 

J5 aau-e in enern Geffietlnoekner ven; Typ LYOVAC GT 2 
Per Firms Peyboir; . - -Hit 

[0054: Baa a-a iierqesieibe Magneaiain D-Pa.nlotiie- 
nabhaltsge ProduktbesaS eitsn G&hsjt vors 64,7 Gew.- 
% D-PantoShsfiaBijra and war riea;;;?abig. Nach e'»ser 
« Lagerzsii von ianf Monaten betrug <fcf Gsnait an D- 
Pantotbsnsaurs 64,4 Gm.-%. 

Baispim'S 

« Hersteiiung von D^aiium-Pamctbenat 

[0055; 4 ~ w 1 g 11 1 

tatic-natmuha die nach rirm Vsrfenren oemab den Bei- 
fpiaiaa 1 ana a hergestetit wnrbe, and die etwe 6,1 

m Gavr.-F'o D-naritciLainsaufa entGep vvamia zanaeiis; die 
1 ' •> * Hierzu wufde 1 i dsr oben 
gsnabfiters Fejrnentationsbratie so, wie in Beispiei z 
it. tie amaer jrtui HnsfiRHert 
18056} AnscbiieBand wurde unter Riinrea absatz- 

55 wesse 17,4 g KOH (8S%; Rrma MERGK} zagsgebsa 
Bar pH-Wei 1 - > etwa 10 bis n r, e so 
behaiibeba Prbba words csann unier Vakaum bai uO' : C 
n ein; t , Rotavapor PL 
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120 der Fir >m a„' ainart 

Darsteiiyng des b i dar D-Para;;;neraGura I 

bay-bold v p . ;ri 

[005?] Das so srgest te Kaliur D-Parbothsna 
i-i. bsw.GPC 
Pantaihansaare unci war rGseibjGq, Raca sirw baaer- 
zeit on I Monet etna g bar Gs D a a 

thensSure 62,9 <3ew.-%. 

Beispiel 7 

|S(!58] A j r if .;• ' "eT i.- 

tat ofsbrUhe, die nacn dsn V&faftren gemSS den Ssi- 
apfeien 1 yntf 2 hergesteSIt waade and die etwa 6, ' 
Gew.-% DPRnaiothensGure enthi&it. wnrde zarjscbst die 
8 o^psse cbcetfT it ierzu » be da oben 
genannters Fe?rnehtationsbf8hs so, wis in Sesspiei 2 
besebrieben, :> -* ' ^ L t J i -' « ad 
[430591 Die so behandeiie BrQhe «urcfe dann untar 
Vakuum bei w'C In einem RoiaiionsvercJarnpter vorrt 
Typ Rotavapor RE-120 der Rrma 8(jerii-Ubor»ecMk 
if * * " " 

i te Pi he wurae 

chiteSend i i 

der D-PaRtcthensbure sn ainaa: Gefbenraaknar -/orn 
dyo LYOVAC GT 2 ster Rrsns beyboib iyoprtftisiert. 
[00SO] Das so hergestslfce Ammonium D-Parttome- 
nas baitige PmdakS bssaS siren Qebaii von 66,8 Gew.- 
% O-Pantotbenssure and war rleseitaftig. 

BGspGi 3 

1 ! . u na — rtcr&b- 



[0881 j t 

onEbrbbe, die nscn der; Verfahrsn garnbB der": Bb:S»:a- 
■sn i untf 2 hergeste it warbe, un-ci die eSwa 6.1 Gew.-% 
0 Psntbtbensaure emh®rt, wurcte ztmScnsi unter 
Vakuarn 

Typ Rotavapor RE-120 dor Fir ma BbcbbLabertechfii;; 
Grab" nvansbana Daatsatikana) ein vaiaanin ver- 1 ,0 i 
a t i. F! aniei t i< 

bak aingeengb Anscbiis&srrd a.vaba suiter Pbbren 

rPFPGK, Oarmstacfi, OnnrscGand; zag«gaben. 
Wert betrug danacb aa, 10. so benandeits and sin- 
tee ) v „ - wares at sehf p o c 
7.u- Darstekar.g das Catoiamsgbes der D-Paniothsn- 
sa.:re aprubgeaeoknu:. H-sriu wurcfe eiri bsbarspfbb- 
trockner voro Tys BiicbbiSO bar Rrraa Ba'cbi- 

^ OSt > ilri' 

EincangsiesTipe-atar von 1 P/°C sinsr Anagangareatba- 



rat.- von 68 a Uw&Mm w -40 rabar unci 
tuftstrsi * t von SOO eings- 

s baitiga Prorduto besab eina!; Gadab von 49,8 Gaw.-% G 
- i ~ i g j' a "a"e «- < e S^ur 
riichta von 480 rryadrb Car Bbanasss-Gebait bebag oa. 
30 Qew.-%. 

io BeispisJS 

riarstelluag pines D-Calciuni-Paatctheiiat and 3k;- 

Prociuktes 

arsieiiuaa a - da; ere ?deri 

Sta:T;maa van GorynaGacte: tun aiutanPaarn 

{0063] in dar Patemschrffi US-A-5.188,94« isl der 
Pi? L-Valln prod ~ ~ 'h acter a ti a> toler 

rnentarn. FtP.M BP-17S3 beschfieben. Aus tier DE 
19S56313.7 is! dss Piasaad pND-DBCP (AbBiSdung 1) 
bak it, weict - Gens -^b p ^ " ^ - - i 
Cory neb i P;asat:ti iss 

as ForPb ctes Stenroes ATCCl3032/pND-DBC2 ate DSM 
12437 bei der Deutsche." Ssmmluf^ fuf \\ 
men und Zsfftoikiren (Braunschweig, Deutschiarid; hsa- 
tetleot 0;. ? 

o ) t - \ ■> P ^ 'V ! a • ■ " a 

se thsnsSufe praduzierenSe Stamm F£ RM 8Pg 763ftsND- 
DBC2, 

2. Herste l - < $ sen F-ermerita- 

tionsbrOhe 

as 

[0054: bitie Probe von Brevibsatebarn telotermen- 
turn PERM 8PG75G'pND-DBC£ wurde auf PIHK-Agar 
ausgast-tcben. 

iOPSSI HHK Agar basiabt bus Hirn-Her2-Agaf, der 
40 too efer Rmia MercK KgaA (Darmstacft, Deatschiand} 
i . t „ * I i Mtt le ^ie 

Za?a;r:rr;ertsacanq dea RHK-Agars is; in Tabaiia Sa 

[006S] Diese Agarpisnen-Kuitur wards 1 7 Stunden 
« bei 37PP inkubier; and aana ;m Kdrkschrank Dei +4' : G 
aufbewahrt. .Ausgswbbite Pinzaikoioaian ^ijrdan 
anscPiisPend aaf ban- aieiaban Msdsjrts weiter ver- 
mabb- m airifff iapPdsa waadn Zaibnanariai esnas Kions 
vom HHK-Agar abgsnommea und in 100 ml, HHK- 
Bouiiiion dbertragan. dis in eioem SchOUelKolbsrs van 
lOOOaiLP;- ■ ■ iftanwarsa 

[SOS?] HHK-Bouiilion besteht aas HJm4feR- 
fvladiana das van der Rrms Msrt* KgaA (Oarrcstad!, 
- i I itiarry/ t 

5j supptefmrttlert v/arda. Die Zusammenseteung bar 
HidbPSoakiioa istin Tabeiie 3d anaegeben. 
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rm 


&sle 8c (fcrtgesstet; 






Umim sk-71 


HHK-Agar 




Verbiiidung 


Mersge pro Liter 


Substanj 








CaCi 2 * 2H/J 


0,01 OOg 


Hirn-Herz-Agar 


52,0 g 




Thiamin rCi 


0,00028 


Kansmycin 


25 mg 




0{+)Bio!!n 


Q.0003g 








Stfttfcol 


mm 



HHK-Souto 


Substani 


Menge pro Liter 


Him-Herz-M«$yrn 


37 Og 


Kanamyeirs 


25 mg 




?0,0 g 



[OSSS] Oer Afssatz wards bei 30»C uncf 1 50 rprn for 

22 Sturaten fckubiert. Nacfc F.nde der Kuitivierung 

ssftsrdetm -b i nsa'ngev 

(CD 030'; sins opfk~c.de Dichte von Sj gemessori. 

Oiese Kuteur ffes Steromea F£8M BP-1 ?S3/p^D-oeC2 

v^sjrde air BeirRptung cfes Produl^sfefrnertters ver- 

wsrtcii?t. 

[00593 ?w Fsmsmatton w-jrste das Irs TabeRe 8c 
- sbene Mecfiam SK 71 vsrwandst. Alle Kempo- 
nerPen des SKFri-Mfcrjiums warden d"-ek; enfspre- 
cft'emj de A f •> t <• t irb Fem>emer 

vcrceisg! emi in shu stsriSsisrt. 



Medium SK-71 


Vsrbsndijng 


rVtenge pro Liter 


S3 d Srat 


110,00008 


Cornsteep Liquor (CSg 


S.OQQOg 




S.OOOOg 


(slfcoftfisSum 


G,0Q50g 






Horrtoserirs 


Q;l500g 


AmrT-cr.isjtnsulfst 


SS.OQOQg 


iF-odtydrogertphospOat 


O.IOQGg 




1 ,0O0Gg 


- 


e.sioog 


' I - vt - p 


O.QQSOg 



[0070] 

der Firms B.Brsan {68!. Dcriitschiarsd. Message-. 
Model! Biosiat E/EQ; verwdndet 
[0071 j Zur snotajiiewgvw 1350 g ;tes FermenteSl- 
onsmediums SK-71 words" 1 00 ml. dr?r obsn besc.hde- 

ScOOti oidenvorkyiti HHt B 

eirsgesettt 

[C072| Oer Anaft wurcfe liber die gesemte Per- 
:-r;6dte;:o!isdaoer bsi einer Tei-npera-ur von 30 ,; 'C. eirser 
- o' f i.i" j-l I o \v n einer 

voir, Sau « ' , " > - n - " s 
- 1700 rpm unci eir^em pH won 7,0 unci einern Saoer- 
stoftpartiaipmck von £0% dsr UfeayticLing kusSvier!. 

?3 Stunden untsf den 
obenpenanntei: Bidbigur;gen bis dum £rres:f»n eider 
OO6S0 von ; 

rung wurcie ere A niak 

L6su 5 a /erwer ie 
[0073] AnsehlteSend warden optsehs Dfehte 
{OD} mst esnem Digita-photomster voro Typ IPiW dsr 
► t n i ^ ^ )ti- r 

eirter MeSwelle - ran und pis K tt 

lion , f ■ n''- 

HPl.C(Hyps^i: APS 2 b am, 2i0xb mm. Rl-Detektion) 
bsstimmt. 
[0074] in 

49 b Ji P ' sme ^ i " . i z i r von 



3. «f:fste:iLir;p <-dnas ParPo-hensf^re riaitigen Preduk- 



50075] sins D-Pan-,ctPtOiauic iigilioe Eern-ii-ntdti- 
o^^c Ode nit einerr 2 Vw \ ) 

FantotnensSure wurefe nach dem Verfaiirsn von Be;- 
spiei 9.2 hergesieiit. Fin Voiurren yon 1,4 i tfiessr Per- 
r?i»ni:atii:r:s;?'UfiS wLirde zri-aenst unter VaKi;otT! bei 
S0 : 'G :n ■rar-&r: Rotafi^nsverdsmpter vonViyp Rotavapor 
RE-12D Set Firma Bijedi.LaPortechnik GmbH £Kon- 
jfeSrw Sriihs vo-i '.--wa t5"! - lYek- 
\nsc e snd v rd 
Rdhren « ' o testes Ga(OH} ? (96%: 

r s MERCK jar si ' 

H [ts c J , ' , f o 

una t-ftgeengte oiorrtassohatligf; BrQbe wurde anschiie- 
Banp mit 37.7 g Ca;ciom D 'Psntotfieoci- %, Et o 
OTC Phsrma GmbH, Kamen, DeotscblenP; vsmetzt. 
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FOr dis anschiieSande Sprumrockfiung wurde ein 

BGofPUGnntoodnik GmbH iKcnstsnz, DsnisobiarG; bai 
efner rw_ tern s 0?-c, einer A 

twiperatur von S5 :, C, e:r?sr Dnjckdiffsreru von -40 mbar § 
jkeit < 800 f _ s 

gesetet 

10D78; Das osteite Ca rr; D-Psntoti f 

nGdge ProduRt besaP einer: Gens;! yon ca. 3S % D- 

ciicrite von 600 nigmd. Car ^nteii an C. gtutarrstcum ■ 
Bksnu beirng S,5 Gm 

Seispsel 10 

Herstefeg etnas D-CsteiunvPartttshefsas und Bio- 
masse von Sacc , - e enthaitende 

Pforftfktes 

t HerstfiiGng nines PantoGeri pre tderertden £3 

Stamt«es von S - ? e>*tae 

Aniplif;k.at:ari des less rasters YHR0S3K 

[00773 A si n o 0' e ' s f v- ,;■;; 

Saccharoroyca;; cereGsiae Leserasters YHROGSc 
(Accession Nr. U00081 des National Canter for Stotseft- 
p r ; - „ ^orden die naehstehen- 

den PCR-Prirrter synthetislsrt (MWS-Biotech, 

i). Anfiwg bzw. En«te des L«$«- se- 
rasters sind dutch elrxm Punk! i.) gekennzeiettnet 

♦ ©J0638 (S' ecoRS-Nott START): 

6'- GCG GGA ATT GAG Arc GGC GGC CGOAM 
GAG GAG AAA TTA ACTATG ACT GCACCA CAC 35 
ADA AG -3' 

• o,lO540 ;3> Soei-Pst! STOP): 

5~- CGC GAG TAG TCT GGA G.TC AGT OCT TTG 
TCG AGT CAC-3 : 40 

[007S] At ei -> - D N jos 

S. cerevisGe Stammers JO GIG - rspnb - Methods 
^ i " 1 - 1 'i r F n\ rid netscs 
awl " it Enzymoiogy, v'o « 

■ 94, Academic Press, San Cisco, GA. 193V; isoSiert 
«orde Oieser Stamrri ist sine haploide Segregate des 
;A ~ ^ r' G ''cart 11, 
538. GSSSrj, dessen Genom sequenzlert wurde (Got- 
reau at ai.. Science 274 p 54 )t lieTsi ist m 
analyse emngie n-jch , r Mstbods von C. Guthrie - 
'iP - • ecsiisrt 
logy, Methods in Enzymoiogy, Vol. 194, Academic 
Pf&ss, San Diego, CA, 1931;. Der Starnm JD242 is; 
auxoiioph fSr Uucin (ieu261 Mm) untf Uracti (ura3-52 ss 
Aitei) l k! etwa 1,2 S < N . ... agme S konnte 

eats' Varwendona dea Glial; Gdeiliy Expand ^oiyiTiirr- 
sse.Kits dsr Ftrma Roche (StenrthesTfi) dMiqh 25 PGR- 



Zykter: dntsr den \<om Hsi-steiier angegsdeneri 3edin- 
gungen ampiiflzieil werten. Die GrfiBe wurtis durcb 

Agarasege} bestent 

fefKtruktfen von pJD-YH R063o: 

|S0793 -Zur Expression des YHR063C Leserasiers !f > 
S cersvisiae wurds das PCR-Ampiitlkat in den E. coii - 
S. ca;8Visiae Pen cistvs kior p.JD CP X2 einaebau: {Abbii- 
dung 2 unci Dontner; et a' 1S35 : Jourr;ai of Biological 
Cnemistry270, 1S099-1 6 ■ 05;. 
pSSQ] Das PCB-PfoduW wurde zunaens- mil 
EcoSi J' s ct 3oe (AC S eideta-g G tschte i 
reslrineier;, Ar.scdiiaPend words as ndi pJDCEX2- 
ONA : wsicbs mit EcoRI nnci Xbai (AGS, Heidelberg, 
Dr-urscnland; bflhande!! warden war, gemsonl nod mit 
T4-DN.A Liqase (Pociis, Manndeirn, ' p iii\ 
v ado r oe < i «>pii ^smm 
XLI-Biae {SnlGck a; an, 138?, Biaiechniques 5, 376) 
tfsi^sfofmiert. TranforsTrtamen wurde clurch Seioktio:: nof 

, te i <ionsr w tie til. i 
alkaiische Lyse priparsert (Sarndrook et at : nioiecoiar 
Cioning. A .sbcrelcry Mannal, Coid Spring Harbor 
Laboratory Press, 1333) Die isoiseds PiasnVid-ONA 
wu«te danrt tiurch Restriction mit Mot: und Pstl und 
anscbiieiGncior Auftrennnng i?n 0,8%igen Aaarcssn::; 
umersxbt. Das Piasmio nnit osr gswnnscnten Stroktnr 
erhieit dsn H&rrm pJO-YHR063c (A&biWung 3). 

Hersteiiung von Siamsn JD24a'pJO-YHH063c: 

(0001- Par S nersGsiae Samm JG24P vi so ndt 
im Piasmid i cfer Methods vw 

Dohrnen et ai. rrapsiormiert (Oohmen at aG Yeast 7. 

< | _ < ,u i , - 1 1 

an! kit i lt -nedium S " {i ao 
Agarjsierne Tpboiie 3a nnc ! 3d). 



Gibeiie 9a 



Mini maimed;;; ;n SD 


Verb sidung 


Menge pro Liter 


NH„psSOj 




KH 2 P0 4 




MgSG... 1 7 H 2 0 


O..Sg 


NaCi 


0,1 9 


CaCi g 


0,1 9 




SOO .rig 


CnSO., 


40 w 


K! 


100 jig 



•to 
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JtT! SO 


Varbi : •- :. 


fxienge pro Liter 




200 fig 


Mn3Q 4 * H 2 0 


»Q0 fig 


, ^ , j ' 2 H S C 


400 ug 


ZAS0 4 S 7H ? 0 


200 fig 


Siotirs 


2$tS 


Foisaurs 




inuaStoi 


2,mg 


Niacin 


400 jig 


p-Arr:inocanzora;aoT; 


200 jig 


Pyridoxin t d r j 


400 jig 


Riboflavin 


200 jig 


If 


400 ng 


TabeiieSb 


i 


Zusatze 


Menge pro Liter 


SSueesc 




Uracil 


40 rVsg 


CuSC* 


24 r«g 


LSll D £ ' > 1 f ' 


850 mg 


Kstopantoat 


1 00 rrsg 


fAlanirs 


lOOrog 



2. ik einer -t rpaitigeo -r i\ 

tsonsbrShe 

[00e2j Zar HersiaSiuny einar O-Pantottsenat hah!- 
ge« : v gr;T!Sinat!ODsb;Gha wnrae aanSchsl sine Firve:- 
\r ^ i -o > - - ^ <-A-' <- 

a;A e<nsr AoaprkaOe no; Mirtirrialmediurr! 3D ausgespk 
chars end 3 Tags be: 30°C inkobien Zur Hersteitung 
ftesnr srstef! Vorkuta;- on SchSttelkolben warden 
n^nU ox r nOt 5 ml ' 01 intaaknaPierno 
c- abgescOvsemmT w 2,5 r 1 Zeksnsp&nBicn 
wurtSe dam* ieweiis ein Sohoaeikoiden (500 mi 
Gesswvoiufjssn} mit £0 ml. ?«<n3!frseaium SO 
i i Ov CJC -o * -0 

pmsu? s 1 -T I t -s AG 

■ BoOnOngjen Schoseai fur 6 Stondon kuitiviari, Dia eine 
opOsdie Oichte be: oiner Wekieniange van 660 nm 

ps game , •- - - > • - 
VorkaSor wards In einom i .000 mi. Scoikonekoioen :n 



150 mL M'tnirri^m^iynri - 

setzt uad not jeweiis SO ml der cben bsscftrtebsnen 
Vorfcuituf 1 beirrtpft. Die inkobstion erfolgte bsi 30*C 
unci SO rprr; ;Qr pc SOonden, Pis eine optiseoa Dickfe be: 

errerehl wu?de Die H i nematk £ur Prodyktion 

c 1*. , ' L . 0 , 0- - ^ L i"P mL 

Gssamtvoiumen in 1500 ml Minfm&imsiSto SO 
f'pabaila 9a end 5b; dercrgefetap Hlarzu words der 
fo - b's ,' ka a 2 be i f 

and snacniieO-end bsi 00"C una 60 pan for 30 SPioden 

[S083] Die opfeche Dichte {00} wurafe m8 -ainerr, 
i * t sit: "yp i.k W \ u na s - J i 5 
?s Lange GmbH (Berik:, Deotsoriiand) be: aher m&ml- 
:en!;j::g;; von 860 nm gernsssen. Dis Bestirnrf-jng Per 
Kors7entf3?iof! an geoiiPe!;:!' D-Pania'iharisaiira erfo;g!e 
- . :t -scan Ijs o < r 3- 1 A~CC® 
SOU nach Angabers das Hancibuchs "DiFCO MANUAL" 
so i-srf ft SAp 10 ! " Edition, I 

1102 {19S4). 

;0084; , . - K • t i p-t " -a , 

- i 9 t )-Pantotr - 'v 1m J 

as 3 HarsPetaaa a^rrea i'-araoihansaore hakigsn P;odok- 



P>SS5] Sine psn'o "l rsnaitige " i 
onsbriihe rrtit sinan Gehai; von etwa i rpg-i D- Panic- 
TA ~ ,: - words nach oom ,o von Eeispies 10 .2 

•i:k GfTsbH (KoooLaiv Oau-Bcniaao) 2a ei;;er Brd:;s von 
etwa 16% TrocScer?geha-t eingeengt. ArtscPiieBend 

(0S%; Pinna MERCK, Darmstadt, Deutechiand) zu§e- 
gsben. Der oH-Wert betrug cianach ca. 9,2. Dis so 
h - Pakige Sri: he 

\- i othe- 

nsfi>98 %, Euro OTC Pnarrna GmoH. Karoen, 
DoLPochiara) varsooa. Dio Broho 1 anacniieBono 
In einem Golfisrtrocknsr vom Typ LYOVAC ST 2 der 
Rrma L-ayteid (Koi L - iyophilisief! 

[0O3S] Das ao hsrgesieiite Caicium D-PsnrotPsnat 
nakige Prodakt besaB einen Qenak van 26,5 Gew,-% 0- 
1 ^ lothe saura «ar t i te 

diciite yon 050 npgArk, Dar Antei! an 3, caraviaiaa- 3io^ 
masse betrug ca. 6.8 Gew.-%. 

Abbiidongsn: 

[00S i 

Abbsidiirig i: KarSe des Piasmids pND-08C2 

Abbsjdijrjg 2: Karis dea Piasmids pJDCEXZ 

Abbiitog 3: Kan® das Piasmids pJD-YHR003c 
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£P1 85Q21SA1 

Zii ftisbjidting 2 ur-d 3: 



&Aba;d;;-g G 

rmBTlT2: TnamskHpfiofss-Tsfminator des rrnB-Qens 

Ptacr: tec Promoter 

aan3: KodierbeaPan Pes panG Gens 

panC: Kodietberefch o'es panC Gens 

panO: <o<Se ei £fespa«DQe 

rep-C.ga DNA-Regian t& Reparation in C. glut- 



Rata ■■sapropyimaiat Qehydrogenase-Ger! 
von Sacanaaamyoes cersvisiae 



Seaeanaan des; enc&genen Sp Piasrnktes 
von Sacchsromycssra 



Bets-Laatamssa-G 



jrV r ; prong - a: £. 

Kan: Paaa ya:j<a- -G 

••Bflllfc SchniKstaik; das Rfestriktsorweazytra 

Bp 

Clai: BdinsRataiia ties Ref^ktionsenzyms 

Cial 

NhjI: SciiniSsteiie Pes RestrtwionssfiTyms 

Ncof 

Nwf: ~ t »- h 

Nru! 

Pvui: Sctiniftseile aes Rsstrikttofjsenzyms 

Pvul 

Sac:: " i ie ! > ' kti< s 

Sac I 

i jenryms 

Sail 

fes Rsstfi* ionsenzyros 

Seal 



2ji: 

P-CvPG Prcmater das Sacciwcmyc&s cgrevisise 
CUP 1 -{Sens (MetalioShioneis-i} 

T-CYCi: Tstminator aes CYCi-Gena (Cytochrom C) 
van Saccharemyees earevisias 

SD: Shine Dalgamo Sequel 

EeaRi- Schn:nsa?lie Pea Reaarkaonaan;aaas EaoR; 

No) 

as Spa!: Scr*?* t t. r t a >. ><* [ 

Xbaf: SaMrSstaiia das RsstrKinnssnzyrns Xbai 



Spb! 



Pes Restrifciionsenzyms so 



1. D-PaatotheasSare laaP'oae: daren Sa'aa srnnsP 

tends ° r- i t Tt f')t2torts- 

brfche-Sasis, 

dsdurch gekeiweschrssl 



a) D-Gaatathenaaana •'- " -'at Saiza. 

b) die wahrend Par Fermentation der D-Parsto- 
thensaii e ; Mil orga an a 
gebiidete Biomasse in elnsr Mengs von 0 bis 
100%, 

c) zumindest den Qbewiegersctert Teli der wsi- 
tsren inSiattasiaifs aar Pernierttaiionsbaihe 
emnsffen and 

X a v <as s' V ; . v u h a r a > Rf t 
higer Form voriiegsn. 

2. Tie^JttermiSsJ-AddiSve gemSB Ansprueh 1, 
dadureh sekenrszeSGrsnet, 

daB sie einss osier rnenrare der Saiaa. anspa- 
wahlt aas aar Grappa Per Natrium-, KaHum-, 
Amman-sura-, Magrcesuro- Oder ceteSumsaszc 

^ Fa G p 

3. Tierfuttora % p e 
Oder 2, 

dadurch gekefirczeichnet, 
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2A 



da8 sis die O-Parstsitetistae iifidfcder eines 
irrrer r ^sas. 3 

ere 20 bis 80 Gew.-%, (TrocSennsasse); snths!- 
ten, 

4. "tr^tte. - pry 1 i 
daduroh gekarmzerehnsit 

da^> 5 e " sc h spriih 

lierter Form vcrBegea w 

5. " a r ' 1 ' O' i>- p 
ran der voriaaraerisndea Anspriichs, 

dadumb gaxenaaeicPnap 

15 

asS sie ziisStzfich sine Oder mehrers der L- 
i ^ 'ijm-a, a-sgewaht aas der 
Grappa L-Atehiortirp L-Lysin, L-Valin, ;.-A!anin 
L-Threortto cider L-Tryptoprsart. 

8. -it asaue 

Ufsd'oder dew Sai.ee snthaitsndea Futtsrm&ea 
Addiilven gemfeS dsn A.-sprOcaen 1 bis 5 aus Far- 
mentaiionsbriiriem 

dadurch geks s? ruescrs net, as 
daB man 

a} aus Q-Psnda;h.pnsaars aad/oder dersfs 
Sake efflhatte te t 

ssnenrais a f ' v ode- ieuweise d:e Bio- -5;: 
masse und/odcr <?iner ; "f'sii <s«s- wsitewn 
inhaitsstoffe abtrenrtt, 

b) die so ertiahenfe Lteg tew 8riihe mlt dam 
Hydraid oder Oxid sines Erdaikalt- Oder A!ka~ 
iimetaiis versstzt und 35 

c) das so emaliena Gemisch trocKwt Oder 
,a a * „w c > Ji i . t odsr graapiiert. 

7. V'ariaSirers gema8 Anspfucrt 8. 

dadsirc?? geHennzeSchfsst, *w 

ciaB man aip 0 sroxid. ausg t 

aus cier Gruppe der Natrium-, Kaiiurn-, Ammo- 
nium-, Magnesium- oder Ca&urnvef&iraSun- 
gen, in ekaam add sine? sche Vaaaaiinis van iv 
0,8 Pis ! a tforzLsgsweise 0.95 bis l,t bezogen 
auf die D-Parrtothansaure zwetai. 

s. \-- - ' \- i - ~ r i 

und/ader oaaen NsMurv, KaStan-, AmmontaH so 
Magnesium- d t ^ a i ■• , j n t , t 

term^tel-Adattvers gen-ipd sen Afispmcden 1 bss 5, 
dadpred qskenapekmne;, 
daB man 

a) a us siner anier Verwertdung der eewansah- 
iroxyv; 5 
, 1 J - . p 3t sdcnsbrd! 



gagetjenenMs, ve8stSniJjg Oder teihvesse die 
Siornasse und/oder einen Teii der indaitssiof'fi 
abtnsnRt, 

P; daa so arnai-ais Gemisch vcrzugsvveise 
damn and/amen von Wasser auikonzerttriert, 

* riNPC d n d 

tends Futisrmiiteiadditiv durch Trocfcnsn, 
SpfOhSrookosn ocisr Sprddgranaiation in rsstsr 
form gewinrst. 

3. Verfanren P^r i-iprsJeiiang TO n 71etfuR8fm--«ef-Ac«i" 
tiven mit sinem Gehatt aa ; Pa n ^ > s < saa 
undi'oder desssn Natrium-. - a a-, Ammonium-, 

"'is >" I i' - 

n sRvg 1 „- Gew - w sse aus 
Fe?mematesbf8hs«, gsksnnzeicrsrssi darch die 
Schritte 

a) bsvarzagt faPeraan van Wasser aus der 

b) asgeaenanfaiis Entfsrnen ds; svsiaend dsr 
Farrneniai-oa pabiidetea Biomassa -r, siner 
Mengi? voo 0 bis 190 % : 

c) Zusas von efner Oder mehrgraa der cjeaaar;- 
;en Versindungen zu dsn gemdp a) ans s) 

i * v ' - a i „■ die 

Menge cter zugessWsrs Verbindungers so 
bemesssn ist, da3 dersn Gessmkaappntmiion 
■ - * im eareipn voa sa^a 

20 bis 60 Gew.-% fegt, urtd 

a "irockr- ' - i dit V'i 

G"-a:v r ^a - ' o lr,"p ^ ^ \ <- • 
de: gawanacO-aa Puive- adar Graradsriorra aa 
arhsltsn. 

10. Vertahre-a §emSS Anspracb s. 
^3<3urci^ gekerirceeicfwet, 

daij rnsa die Ferraeatationsbrabe var octer 
r a t? 50- r ,i )'7 i ; . r A, so 
trtertmg mit eineno OxkJ oder Hyd^xid der 

e -^jr I'm J" i „ 

sem. 

11. Verfaarea aeraaa aaa Anspraeaea S bis 9. 

da 3 s r be sr at 

12. a -a 

dacitirci-i geisesnzefclinet, 

ca3 aaia" 
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Abbildung 2: 




EP 1050 219 A1 



.ldtmg 3: 
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